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DESCRIPCION

Método que permite el uso de RNA extracelular extraido de plasma o suero para detectar, monitorizar o evaluar un
cancer

Antecedentes de la invencion

El acido ribonucleico (RNA) es esencial en los procesos que permiten la traduccion del codigo genético para formar
proteinas, necesarias para todas las funciones celulares, tanto en células normales como neoplasicas. Aunque el
codigo genético existe estructuralmente como acido desoxirribonucleico (DNA), es la funcién del RNA, que existe
como los subtipos RNA de transferencia, RNA mensajero o RNA similar al mensajero y RNA ribosémico, la que
transporta y traduce este codigo a los sitios celulares de la produccién de proteinas. En el nucleo, este RNA puede
existir ademas como ribonucleoproteinas (RNP) o en asociacion con ellas. La patogénesis y regulacion del cancer
depende de la traduccién mediada por el RNA de cédigos genéticos especificos, que con frecuencia reflejan los
eventos mutacionales dentro de los oncogenes, para producir las proteinas implicadas en la proliferacion, regulacion
y muerte celular. Ademas, otros RNA y sus proteinas traducidas, aunque no necesariamente las implicadas en la
patogénesis o regulacion neoplasica, pueden servir para definir las caracteristicas reconocibles de neoplasmas
particulares al ser expresadas elevada o inapropiadamente. Asi, el reconocimiento del RNA especifico puede
permitir la identificacion, deteccion, interferencia, monitorizacion o evaluacion de cualquier neoplasma, benigno,
maligno o pre-maligno, en seres humanos y animales. Por otra parte, puesto que el RNA puede ser creado
repetidamente a partir de su molde de DNA, para un gen dado dentro de una célula, puede formarse un nimero
sustancialmente mayor de moléculas de RNA asociadas que de moléculas de DNA. Por consiguiente, un ensayo
basado en el RNA debe tener mayor sensibilidad y mayor utilidad clinica que un ensayo correspondiente basado en
el DNA. Obsérvese que el término RNA significa acido ribonucleico incluyendo los fragmentos de acido ribonucleico
que consisten en secuencias de acido ribonucleico.

Los ensayos de amplificacion de acidos nucleicos basados en el RNA, incluyendo la reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (abreviadamente en lo sucesivo RT-PCR por sus iniciales en inglés reverse
transcriptase polymerase chain reaction), también conocida como reaccion en cadena de la polimerasa por
transcripcion inversa o RNA-PCR), amplificacion de la sefial de DNA ramificado y ensayos de replicacion de
secuencias auto-sostenible, tal como la amplificacion isoterma basada en secuencias de acidos nucleicos
(abreviadamente en lo sucesivo NASBA por la expresion inglesa nucleic acid sequence based amplification), han
demostrado ser métodos altamente sensibles y especificos para detectar pequefios nimeros de moléculas de RNA.
Como tales, pueden usarse en ensayos directos de tejido neoplasico (1-3). Puesto que la sangre periférica se
obtiene facilmente de pacientes con cancer y se sabe que las células cancerosas metastasicas circulan en la sangre
de pacientes con cancer avanzado, varios investigadores han usado recientemente la RT-PCR para detectar el RNA
intracelular extraido de células cancerosas circulantes (4-7). Debe resaltarse que actualmente los investigadores
aplican la RT-PCR para detectar el RNA intracelular extraido de una fraccion predominantemente celular de sangre
con el fin de demostrar la existencia de células cancerosas circulantes. La RT-PCR se aplica Unicamente a la
fraccion celular de sangre obtenida de pacientes con cancer, es decir, el sedimento celular o las células de la sangre
completa. Antes del ensayo se desecha generalmente el plasma o fraccion de suero de la sangre, que no se
examina por separado. Puesto que dicho método de fraccién celular se basa en la presencia de células cancerosas
circulantes metastasicas, tiene un uso clinico limitado en pacientes con canceres tempranos y no es util en la
deteccion de neoplasmas no invasivos o estados pre-maligno.

La invencién descrita por esta solicitud de patente demuestra el uso nuevo del RNA, derivado de un tumor o
asociado a un tumor de seres humanos o animales, encontrado circulando en el plasma o fraccién de suero de la
sangre, como medio para detectar, monitorizar o evaluar estados pre-malignos. Esta invencion se basa en la
aplicacion de técnicas de extraccion del RNA y ensayo de amplificacion de acidos nucleicos para detectar el RNA
extracelular derivado de un tumor o asociado a un tumor que se encuentra circulando en el plasma o suero. En
contraste con la deteccion del RNA relacionado con virus en plasma o suero y la deteccion del DNA asociado a
tumores en plasma y suero, la deteccién del RNA humano o de mamiferos y particularmente el RNA derivado de, o
asociado a un tumor, nunca ha sido detectado especificamente en el plasma o fraccion de suero de la sangre
usando una metodologia de amplificacion de acidos nucleicos y por consiguiente representa un uso nuevo y no
obvio de estos métodos de extraccion de RNA y de estos ensayos de amplificacion de acidos nucleicos. Puesto que
esta invencion no depende de la presencia de células cancerosas circulantes, es clinicamente aplicable a estados
pre-malignos. Ademas, esta invencion permite la deteccion de RNA en plasma y suero previamente congelado o
conservado de cualquier otra forma, pudiendo asi disponer para el andlisis de los bancos de plasma y suero y
aumentando por tanto su utilidad general.

El RNA derivado de un tumor o asociado a un tumor que esta presente en el plasma y el suero puede existir en dos
formas. La primera RNA extracelular y la segunda RNA intracelular extraible de células que contaminan
ocasionalmente el plasma o la fraccidon de suero. En la practica, no es necesario diferenciar entre la forma
intracelular y extracelular para detectar el RNA en el plasma o suero utilizando la invenciéon y por tanto esta
invencion puede usarse para la deteccion de ambas formas. Los usos potenciales del RNA extracelular derivado de,
o asociado a un tumor, no han sido obvios para la comunidad cientifica ni tampoco la aplicacion de ensayos de
amplificacién de acidos nucleicos para detectar el RNA extracelular derivado de, o asociado a, un tumor. En
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realidad, la propia existencia de RNA extracelular derivado de, o asociado a, un tumor no ha sido obvio para la
comunidad cientifica y generalmente se considera que no existe. En general se cree que las ribonucleasas del
plasma degradan rapidamente cualquier RNA extracelular de mamifero que pudiera circular en la sangre, no
pudiendo ser detectado (8). Komeda et al., por ejemplo, afiadieron especificamente RNA libre a sangre completa
obtenida de voluntarios normales, pero no pudieron detectar dicho RNA usando la PCR (54). Sin embargo, las
nucleasas aparecen inhibidas en el plasma de los pacientes con cancer (9). Ademas, el RNA extracelular, formando
complejos con lipidos y proteolipidos, unido a proteinas o dentro de cuerpos apoptdsicos, estaria protegido de las
ribonucleasas. De este modo, aunque todavia sin definir, el RNA extracelular derivado de, a o asociado a, un tumor
puede estar presente en el plasma o suero por medio de diversos mecanismos. EI RNA extracelular podria ser
segregado o diseminado por el tumor en forma de complejos de lipoproteinas (proteolipido)-RNA o lipido-RNA,
podria encontrarse en los cuerpos apoptésicos circulantes derivados de las células tumorales apoptdsicas, podria
encontrarse en complejos de proteo-RNA liberados de células viables o moribundas que incluyen, o estan asociadas
a, ribonucleoproteinas o asociadas a otras proteinas, tal como galactina-3, o el RNA podria ser liberado por células
necrosicas y circular luego unido a proteinas normalmente presentes en el plasma. Adicionalmente, podria existir
circulando en complejos de RNA-DNA incluyendo los asociados a ribonucleoproteinas y otros RNA nucleicos.
Ademas, el RNA puede existir simultaneamente en varios de estos restos. Por ejemplo, el RNA puede encontrarse
asociado a la ribonucleoproteina encontrada en los cuerpos apoptdsicos proteolipidos. La presencia de RNA
extracelular en el plasma o suero hace factible su deteccién por ensayo de amplificacion de acidos nucleicos.

Diversos estudios en la bibliografia respaldan la existencia del RNA extracelular derivado de, o asociado a, un tumor.
Se ha demostrado que el RNA esta presente en la superficie celular de las células tumorales, por electroforesis (10),
preparaciones de membranas (11) y liberacion de P** (12). La pérdida de vesiculas de fosfolipidos por las células
tumorales es un fendmeno bien descrito (13,14) y se ha demostrado que vesiculas similares circulan en la sangre de
pacientes con cancer (15). Kamm y Smith utilizaron un método fluorimétrico para cuantificar las concentraciones de
RNA en el plasma de individuos sanos (55). Rosi y sus colegas utilizaron espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN) de alta resolucion para demostrar moléculas de RNA complejadas con vesiculas lipidicas que
procedian de una linea celular de adenocarcinoma de colon humano (16). Otra caracterizacion de estos complejos
de lipidos-RNA demostré que las vesiculas contenian adicionalmente triglicéridos, ésteres de colesterol, lipidos,
oligopéptidos y fosfolipidos (17). Mountford et al. utilizaron espectroscopia de resonancia magnética para identificar
un proteolipido en el plasma de una paciente con un neoplasma de ovario (18). Aunque otra evaluacion del
proteolipido utilizando el método del orcinol sugirié que estaba presente el RNA, no pudo confirmarse utilizando
otros métodos. Wieczorek y asociados, utilizando espectrometria UV e hidrélisis por RNasas, afirmaron haber
encontrado un complejo especifico de RNA-proteolipido en el suero de pacientes con cancer que no estaba presente
en individuos sanos (19-20). El complejo tenia una composicién invariable independientemente del tipo de cancer.
Wieczorek et al. fueron ademas capaces de detectar este complejo especifico de RNA-proteolipido usando el DNA
de un fago clonado en E. Coli e hibridado a RNA de suero neoplasico, un método claramente diferente del método
de esta invencion. A continuacion se detectd el DNA por inmunoensayo (21). Sin embargo, el RNA encontrado en
este complejo se describe como de 10 kilobases, que es tan grande para hacer cuestionable si esto representa
verdaderamente el RNA descrito. Mas recientemente, los complejos de nucleoproteinas que contienen DNA y RNA,
que representan posiblemente elementos de sub-organulos, se aislaron de los nucleos de las células de linfomas
(22). Sin embargo, no se demostrd6 que estos complejos puedan estar dispersados extracelularmente. Otros
complejos de ribonucleoproteinas se han asociados al RNA del oncogén c-myc (56).

Aunque generalmente se supone que el plasma y el suero estan exentos de células, en la practica, particularmente
en condiciones de fraccionamiento clinico habitual, el plasma y el suero pueden estar ocasionalmente contaminados
por células. Estas células contaminantes son fuente de RNA intracelular que es detectable por los métodos de la
invencion. Aunque el nivel de células contaminantes puede ser reducido por filtros o centrifugacion a alta velocidad,
estos métodos pueden reducir también el RNA extracelular, particularmente en los cuerpos apoptdsicos mas
grandes. La utilidad clinica de la invencién no depende de la separacién adicional del RNA de plasma o suero en sus
especies extracelular e intracelular.

Aunque no esta relacionado con las reivindicaciones de esta patente, probablemente existe una analogia similar
para la deteccion de RNA normal (RNA derivado de un tumor o asociado a un tumor) en plasma y suero. Con
posterioridad a la presentacion de la solicitud de esta patente provisional, el inventor ha demostrado que el RNA
normal (RNA no derivado de tumores) podria ser detectado similarmente en el plasma o suero tanto de voluntarios
sanos como de pacientes de cancer utilizando métodos de extraccion y métodos de amplificaciéon como los descritos
por esta invencion. Los resultados cualitativos sugerian que el producto amplificado era superior al obtenido de
pacientes con cancer. Ademas, el uso de un filtro de 0,5 micrémetros antes de la amplificacion redujo, pero no
eliminé el RNA amplificable, coincidiendo con el RNA extracelular de tamafio variable, con posibles células
contaminantes adicionales.

Aunqgue los métodos de extraccién del RNA utilizados en esta invenciéon habian sido usados previamente para
extraer tanto RNA viral como RNA intracelular, no era obvia su aplicabilidad al RNA extracelular relacionado con un
tumor o asociado a un tumor. Las caracteristicas fisicas de los complejos del RNA extracelular siguen siendo
desconocidas y por tanto antes de la invenciéon no se sabia si los métodos de extraccion descritos podrian separar
eficazmente el RNA extracelular de sus complejos proteolipidos, apoptdsicos, vesiculares o unidos a proteinas. Esta
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invencion describe la aplicabilidad de estos métodos de extraccién del RNA a la extraccion del RNA extracelular del
plasma o suero y por tanto describe un nuevo uso para estos métodos de extraccion.

En resumen, esta invencion describe un método por el que puede ser detectado RNA en plasma o suero y por tanto
ser utilizado para la deteccién, monitorizaciéon o evaluacion de estados pre-malignos. Este método utiliza ensayos de
amplificacién de acidos nucleicos para detectar el RNA extracelular derivado de, o asociado a, un tumor de seres
humanos o animales, que circula en el plasma o suero. Los métodos de extraccion descritos y diversos ensayos de
amplificacion de acidos nucleicos, incluyen, aunque sin limitacion, RT-PCR, amplificacion de sefial de DNA
ramificado, amplificacion basada en la trascripcion, reporteros de RNA amplificables, amplificacion del DNA
bumeran, activacion por desplazamiento de cadenas, tecnologia de sondas ciclicas, amplificacion NASBA isoterma y
otros ensayos de replicacion de secuencias auto-sostenible, no se han usado para la deteccion del RNA derivado de
un tumor o asociado un tumor, en el plasma o suero, reflejando la tendencia cientifica general de creer que el RNA
extracelular de mamiferos no existe circulando en el plasma o suero, a pesar de los estudios aislados que apoyan lo
contrario. Por tanto, esta invencion representa tanto un método nuevo como no obvio de detectar, monitorizar y
evaluar estados pre-malignos y una aplicacion nueva y no evidente tanto de metodologia de extraccién del RNA
como de ensayos de amplificacion de acidos nucleicos. Esta invencion, como se describe a continuacion comprende
un procedimiento en multiples etapas aplicado a plasma o suero que consiste en tres partes, consistiendo la etapa
inicial (Parte A) en la extraccién del RNA derivado de, o asociado a, un tumor del plasma o suero, una segunda
etapa (Parte B) que implica la aplicacion de un ensayo de amplificacion de acidos nucleicos, en el que puede estar
implicada la transcripcion inversa del RNA en su cDNA, y la tercera etapa (Parte C) que implica una deteccion del
producto amplificado. En la Parte B puede utilizarse cualquier ensayo de amplificacién de acidos nucleicos capaz de
permitir la deteccion de pequefios numeros de moléculas de RNA o sus cDNA correspondientes. Igualmente, en la
Parte C pueden utilizarse varios métodos de deteccion del producto amplificado, incluyendo aunque sin limitacion,
electroforesis en gel de agarosa, métodos de deteccion por ELISA, electroquimioluminiscencia, cromatografia de
liquidos de alta resolucion y métodos de transferencia de mancha inversa. Ademas, la Parte B y la Parte C pueden
utilizar ensayos que permitan ensayos de RNA cualitativos o cuantitativos.

Esta invencion mejora varios métodos descritos en la bibliografia, tales como el de la patente DE 3717212 (A1) que
describe un procedimiento para investigar en un fluido bioldgico acelular la presencia de transcripciones celulares
oncogénicas o sus fragmentos para analizar el cancer. De acuerdo con el procedimiento de la patente DE 3717212
A1, a) el RNA se concentra o separa de un fluido biolégico acelular en presencia permanente de un inhibidor eficaz
de la RNasa, el RNA se desnaturaliza y, de esta forma, se inmoviliza sobre un sustrato solido; b) el RNA se pone en
contacto con muestras de DNA oncégenas marcadas para hibridarlo con el RNA, cuando esta presente una
secuencia complementaria y c) se analiza el producto para detectar la presencia del DNA marcado. Igualmente, la
solicitud de patente WO 90/09456 A1 describe un procedimiento en el que, bajo el efecto constante de un inhibidor
de RNasa, el RNA procedente de células cancerosas se concentra o separa de un fluido bioldgico acelular y a
continuacién se amplifica y detecta el RNA oncogeno. En los procedimientos, descritos tanto en la patente DE
3717212 (A1) como en la solicitud de patente WO 90/09456 A1, se requiere tratar previamente la sangre completa
con un inhibidor de RNasa antes de separar el plasma de la fraccion celular de la sangre.

El método de la presente invencion comprende la aplicacion Unica de estos métodos a la deteccién del RNA
extracelular derivado de, asociado a, un tumor en plasma o suero que hace nuevo a este invento. Esta invencion
proporciona un medio simple de ensayo de plasma o suero para detectar el RNA derivado de, o asociado a, un
tumor, dando como resultado la identificacion de pacientes portadores de células tumorales. Puesto que esta
invencion permite la deteccion de RNA extracelular y no depende de la presencia de células cancerosas circulantes,
ofrece una seleccion sensible y econdmica para escrutar estados pre-malignos.

Objetos y aplicacion de la invencion

Por consiguiente el objeto de esta invencion es detectar o inferir la presencia de células precancerosas a partir de
cancer no hematolégico o hematoldgico, en un ser humano o animal, tanto en los individuos que se sabe que
padecen cancer como en los que no les ha sido diagnosticado previamente, examinando el plasma o fraccion de
suero de la sangre para detectar RNA extracelular derivado de, o asociado a, un tumor, incluyendo aunque sin
limitacion, el que se deriva de oncogenes mutados, utilizando ensayos de amplificacion de acidos nucleicos, tales
como, aunque sin limitacion, reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), amplificacion de sefial de DNA
ramificado, amplificacion basada en secuencias de acidos nucleicos (NASBA) isotermas, otros ensayos de
replicacion de secuencias auto-sostenible, amplificacion basada en la trascripcion, amplificacion bumeran del DNA,
activacion por desplazamiento de cadenas, tecnologia de sondas ciclicas y reporteros de RNA amplificable.

Una aplicacion de esta invencién es permitir la identificacion o el analisis, cuantitativa o cualitativamente, del RNA
derivado de, o asociado a, un tumor en el plasma o suero sanguineo de seres humanos o animales durante o
después de una intervencion quirtirgica para eliminar lesiones pre-malignas y por consiguiente permitir la
estratificacion de dichos pacientes en cuanto a su riesgo de cancer residual después de la cirugia.

Otra aplicacion de esta invencién es permitir la identificacion o analisis, cuantitativa o cualitativamente, del RNA
derivado de, o asociado a, un tumor en plasma o suero sanguineo de seres humanos o animales que reciben
terapias contra el cancer, incluyendo aunque sin limitacion, bioterapia, quimioterapia o radioterapia, como guia para
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saber si se ha obtenido el efecto terapéutico adecuado o si se requiere una terapia alternativa y ademas para valorar
la prognosis de estos pacientes.

Otra aplicacion de esta invencion es permitir la identificacion o analisis, cuantitativa o cualitativamente, del RNA
derivado de, o asociados a, un tumor en el plasma o suero sanguineo de seres humanos o animales que han
completado la terapia como un indicador temprano de la reaparicion del cancer, recidiva inminente o fracaso del
tratamiento.

Otra aplicacion de esta invencién es permitir la identificacion, por deteccién o inferencia, de la presencia de
neoplasmas pre-malignos, incluyendo displasias o adenomas, por el examen de plasma o suero sanguineo para
detectar el ARN derivado de dichos neoplasmas o asociados a ellos. Ademas, el andlisis, por ejemplo por un
conjunto de ensayos para detectar diversos RNA, puede servir para distinguir estados malignos de pre-malignos, o
ayudar en el control médico a detectar la transformacion de un neoplasma en un cancer declarado o detectar la
regresion.

Por tanto, una aplicacion de esta invencién es proporcionar un método para seleccionar tanto individuos sin riesgo
conocido como individuos con riesgo de estados malignos y ademas para definir el riesgo de cancer cuando no se
conoce este riesgo.

Otra aplicaciéon de esta invencion es permitir la identificacion o el analisis, cuantitativa o cualitativamente del RNA
derivado de, o asociado a un tumor, en el plasma o suero sanguineo de seres humanos o animales nueva o
recientemente diagnosticados de estado pre-maligno con el fin de establecer cuando se inicia la terapia, incluyendo
las terapias adyuvantes.

Otra aplicacion de esta invencién es permitir la identificacion o el analisis del RNA derivado de, o asociado a, un
tumor, individualmente o por un panel de métodos que detecten el RNA variado, en el plasma o suero sanguineo de
seres humanos o animales con el fin de determinar las caracteristicas especificas de un tumor de un paciente dado,
como ayuda en el desarrollo de las terapias especificas para un paciente, como ayuda directa a un paciente dado en
un régimen de tratamiento dado o como ayuda para predecir el prondstico o comportamiento del tumor.

Sumario de la invenciéon

Los objetos, ventajas y aplicaciones de la presente invencién son alcanzados por el método descrito a continuacion
para detectar el RNA extracelular derivado de, o asociado, a un tumor en el plasma o suero sanguineo de
mamiferos: por (A) extraccion del RNA del plasma o suero sanguineo; (B) amplificacion del RNA por analisis de
amplificacion de acidos nucleicos, incluyendo (1) reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-
PCR), reaccion en cadena de la ligasa, amplificacion de sefal del DNA ramificado, amplificacion basada en la
trascripcion, reporteros de RNA amplificable, replicacion Q-beta, amplificaciéon bumeran del DNA, activacion por
desplazamiento de cadenas, tecnologia de sondas ciclicas, amplificacion basada en secuencias de acidos nucleicos
(NASBA) isotermas y andlisis de replicacion de secuencias auto-sostenible. Los cebadores utilizados pueden
seleccionarse por su capacidad para caracterizar el tumor; y (C) deteccion del RNA amplificado especifico.

Este método de deteccion puede emplearse en diversos métodos de uso que incluyen la deteccion de neoplasmas
pre-malignos y para la monitorizacion de pacientes durante la terapia de tratamiento y para la monitorizacion
posoperatoria y para desarrollar estrategias apropiadas de tratamiento especifico para cada paciente como se
describe en la presente memoria.

Descripcion detallada de la invencién

En muchas circunstancias se prefiere la deteccion del RNA a la deteccion del DNA puesto que potencialmente esta
disponible un mayor numero de moléculas de RNA, permitiendo asi posiblemente una mayor sensibilidad. Ademas,
puesto que la informacion genética del DNA natural es idéntica en todas las células somaticas de un individuo, la
discriminacion entre el DNA normal y el asociado a tumores depende de la presencia de una mutacién. La deteccion
del RNA, por la actividad realizada por el gen, permite poner de manifiesto un gen no mutado que se expresa
inapropiadamente, como se observa tipicamente en el cancer. Por tanto, los métodos de amplificacion del RNA
proporcionan un modo para detectar la expresion del gen, tanto normal como mutado, que se activa en el cancer. En
un método de DNA para diferenciar individuos con cancer de individuos normales, debe estar presente alguna
mutacion o transposicion genética en los individuos con cancer pero no en los normales. El proceso de la presente
invencion que utiliza RNA detectara igualmente el RNA mutante producido a partir de este DNA. Sin embargo, se
detectan mejor los genes “normales” que se expresan inapropiadamente. Por consiguiente, comparandolos con los
métodos que detectan el DNA, los métodos que detectan RNA proporcionan mayor versatilidad y aplicabilidad
ademas de la mayor sensibilidad esperada.

Esta invencion se refiere a un método para detectar o inferir la presencia de células pre-cancerosas, tanto de un
cancer no hematoldgico (es decir, tumor sélido) como de un cancer hematoldgico, en un ser humano o animal por la
combinacioén de tres etapas aplicadas a plasma o suero. La primera etapa (Parte A) implica la extraccion del RNA
derivado de, o asociado a, un tumor del plasma o suero sanguineo. La segunda etapa (Parte B) aplica un ensayo de
amplificaciéon de acidos nucleicos al RNA extraido. En esta etapa, el RNA extraido puede ser sometido en primer
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lugar a una transcripcion inversa a cDNA antes de la amplificacion del cDNA. La tercera etapa (Parte C) permite la
deteccion del producto amplificado. Las Partes B y C pueden realizarse de modo que permitan la deteccion
cualitativa o cuantitativa del RNA, dependiendo del objetivo o aplicacién clinico ultimo, como se describe en la
presente memoria. En la Parte A pueden utilizarse varios métodos, como se describe a continuacion. Igualmente,
puede utilizarse en la Parte B cualquier ensayo de amplificacion de acidos nucleicos que pueda utilizarse en la
deteccion de un pequefio nimero de moléculas de RNA o cDNA correspondientes, incluyendo pero sin limitacion,
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), amplificacion de sefial de DNA ramificado, reaccién en cadena de la
ligasa, amplificacion basada en secuencias de acidos nucleicos (NASBA) isotermas, replicacion Q-beta,
amplificacién basada en la trascripcion, reporteros de RNA amplificable, amplificacién de DNA bumeran, activacion
por desplazamiento de cadenas, tecnologia de sondas ciclicas y otros ensayos de replicacion de secuencias auto-
sostenible, asi como variaciones de estos incluyendo métodos para el enriquecimiento de acidos nucleicos, tal como
utilizando digestion con enzimas de restriccion con la reaccidon en cadena de la polimerasa y el uso de cebadores
anidados. Igualmente, puede utilizarse en la Parte C cualquier método capaz de demostrar un producto de acidos
nucleicos amplificados incluyendo aunque sin limitacion, electroforesis en gel de agarosa, métodos de deteccion por
ELISA, electroquimioluminiscencia, cromatografia de liquidos de alta resolucion y métodos de transferencia de
mancha inversa. En esta invencion, cualquiera de los diversos métodos de la Parte A puede combinarse con
cualquier método aplicable en la Parte B, que puede a continuacién combinarse con cualquier método aplicable en la
Parte C. Es la nueva aplicacién de estos métodos a la deteccidon del RNA extracelular derivado de, o asociado a, un
tumor en el plasma o suero sanguineo de mamiferos, lo que hace nueva la invencién. Varios métodos aplicables a
cada una de las Parte A, Parte B y Parte C, se describiran con detalle a continuacién como una descripcion de la
invencion. De nuevo se insistira que cualquier método de la Parte A puede combinarse con cualquier método en la
Parte B, para seguir con cualquier método en la Parte C. Ademas, se debe poner de relieve que aunque puede
definirse la contribucion del RNA extracelular frente al RNA intracelular detectado en el plasma o suero, por ejemplo
utilizando filtros o centrifugacion a alta velocidad, no es un requisito de la invencion dicha definicion. Para los fines
de la invencion puede utilizarse plasma o suero sanguineo “recientemente obtenido” o plasma o suero congelado
(conservado) y posteriormente descongelado. El plasma o suero congelado (conservado) debe mantenerse
o6ptimamente en condiciones de conservacion de -20 a -70 grados centigrados hasta su descongelacion vy utilizacion.
El plasma o suero “recientemente obtenido” debe refrigerarse o mantenerse en hielo hasta su utilizacion,
realizandose la extraccion de RNA tan pronto como sea posible.

Se extrae sangre por los métodos tipicos en un tubo de recogida, preferiblemente de vidrio revestido con silicona, sin
anticoagulante para la preparacion de suero o con EDTA, citrato de sodio, heparina o anticoagulantes similares para
la preparacion del plasma. El método preferido si se prepara plasma o suero para su conservacion, aungue no es un
requisito absoluto, es que dicho plasma o suero sea fraccionado en primer lugar a partir de la sangre completa antes
de ser congelado. Esto reduce la carga de RNA intracelular extrafio liberado de la lisis de las células congeladas y
descongeladas que podrian reducir la sensibilidad del analisis de amplificacion o interferir con el ensayo de
amplificacién por la liberacion de inhibidores a la PCR, tales como porfirinas y hematina. El plasma o suero
“recientemente obtenido” puede ser fraccionado a partir de la sangre completa por centrifugacion, utilizando
preferiblemente centrifugacion suave a 300-800 x g durante cinco a diez minutos, o ser fraccionado por otros
métodos tipicos. Deben evitarse las altas velocidades de centrifugacion capaces de separar por fraccionamiento los
cuerpos apoptosicos. Puesto que la heparina puede interferir con la RT-PCR, el uso de sangre heparinizada puede
requerir un tratamiento previo con heparinasa como se describe en (23), seguido de la eliminacion de calcio antes de
la transcripcion inversa, como se describe en (23). Por consiguiente, el EDTA es el anticoagulante preferido para
muestras de sangre en las que se planea la amplificacion por la PCR.

PARTE A: Extraccién del RNA extracelular a partir de plasma o suero

En la Parte A, se pueden adaptar los métodos de extraccion del RNA publicados anteriormente para la extraccion
del RNA intracelular de mamiferos o del RNA viral, tal como se han publicado o con modificacion, para la extraccion
del RNA derivado de, o asociado a, un tumor del plasma y suero. El volumen de plasma o suero utilizado en la parte
A puede variar dependiendo del propdsito clinico, pero en esta parte son suficientes volimenes de 100 microlitros a
un mililitro de plasma o suero, indicandose con frecuencia los volimenes mayores en casos de enfermedad minima
o pre-maligna. Por ejemplo:

Tanto el RNA extracelular como el RNA intracelular pueden extraerse del plasma o suero utilizando particulas de
silice, perlas de vidrio o diatomeas, como en el método o adaptaciones de Boom et al. (24). Se describe la aplicacion
del método adaptado por Cheung et al. (25):

Las particulas de silice fraccionadas por tamafio se preparan poniendo en suspension 60 gramos de dioxido de
silicio (SiO2, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) en 500 mililitros de agua estéril doblemente destilada. A
continuacion se deja sedimentar la suspension durante 24 horas a la temperatura ambiente. Se retiran por succion
cuatrocientos treinta (430) mililitros del liquido sobrenadante y las particulas se vuelven a poner en suspension en
agua estéril doblemente destilada y desmineralizada afiadida hasta igualar un volumen de 500 mililitros. Después de
5 horas mas de sedimentacion, se retiran por succion 440 mililitros del liquido sobrenadante y se afaden 600
microlitros de HCI (32% en peso/volumen) para ajustar la suspension hasta pH 2. La suspension se divide en partes
alicuotas y se conserva en la oscuridad.
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El tampodn de lisis se prepara disolviendo 120 gramos de tiocianato de guanidina (GuSCN, Fluka Chemical, Buchs,
Suiza) en 100 mililitros de Tris-hidrocloruro (Tris-HCI) 0,1 M (pH 6,4) y 22 mililitros de EDTA 0,2 M, ajustado a pH 8,0
con NaOH, y 2,6 gramos de Triton X-100 (Packard Instrument Co., Downers Grove, IL). La soluciéon se homogeniza
a continuacion.

El tampon de lavado se prepara disolviendo 120 gramos de tiocianato de guanidina (GuSCN) en 100 mililitros de
Tris-HCI 0,1 M (pH 6,4).

Se mezclan de cien microlitros a doscientos cincuenta microlitros (requiriendo cantidades mayores en los casos de
enfermedad minima) de plasma o suero con 40 microlitros de suspension de silice preparada como anteriormente y
con 900 microlitros de tampdn de lisis, preparado como anteriormente, utilizando un mezclador Eppendorf 5432
durante 10 minutos a la temperatura ambiente. A continuacidon se centrifuga la mezcla a 12.000 x g durante un
minuto y se aspira y desecha el liquido sobrenadante. A continuacion se lava dos veces el sedimento de silice-RNA
con 450 microlitros de tampén de lavado, preparado como anteriormente. A continuacion se lava dos veces el
sedimento con un mililitro de etanol al 70% (vol/vol). A continuacion se da un lavado final al sedimento con un
mililitro de acetona y se seca en un bloque térmico a 56 grados centigrados durante diez minutos. El sedimento se
vuelve a poner en suspension en 20 a 50 microlitros de agua tratada con procarbonato de dietilo a 56 grados
centigrados durante diez minutos para eluir el RNA. La muestra puede eluirse alternativamente durante diez minutos
a 56 grados centigrados con un tampoén TE que consiste en Tris-HCI 10 mM-EDTA 1 mM (pH 8,0) con un inhibidor
de RNasa (RNAsin, 0,5 U/microlitro, Promega), con o sin Proteinasa K (100 ng/ml) como se ha descrito por Boom et
al. (26). Después de la elucién, la muestra se centrifuga a continuaciéon a 12.000 x g durante tres minutos y se
recupera el liquido sobrenadante que contiene el RNA. El extracto de RNA se usa ahora en la Parte B.

Como método alternativo el RNA extracelular puede extraerse del plasma o suero en la Parte A utilizando el método
de extraccion con solucién acida de tiocianato de guanidinio-fenol-cloroformo descrita por Chomczynski y Sacchi
(27) como sigue:

La solucién desnaturalizante consiste en tiocianato de guanidinio 4 M, citrato de sodio 25 milimolar, pH 7,0, sarcosilo
al 0,5% y 2-mercaptoetanol 0,1 M. La soluciéon desnaturalizante se prepara como sigue: se prepara una solucion
madre disolviendo 250 gramos de tiocianato de guanidinio (GuSCN, Fluka Chemical) con 293 mililitros de agua
estéril doblemente destilada y desmineralizada, 17,6 mililitros de citrato de sodio 0,75 M, pH 7,0 y 26,4 mililitros de
sarcosilo al 10% a 65 grados centigrados. La solucion desnaturalizante se prepara afiadiendo 0,36 mililitros de 2-
mercaptoetanol/50 mililitros de solucién madre.

Se mezclan de 100 microlitros a 1 mililitro de plasma o suero con 1 mililitro de solucién desnaturalizante.
Secuencialmente se afaden 0,1 mililitro de acetato de sodio 2 M, pH 4,0, 1 mililitro de fenol y 0,2 mililitro de
cloroformo-alcohol isoamilico (49:1), mezclando después de la adicion de cada reactivo. La mezcla resultante se
agita enérgicamente durante 10 segundos, se enfria con hielo durante 15 minutos y a continuacion se centrifuga a
10.000 x g durante 20 minutos a 4 grados centigrados. A continuacion se transfiere la fase acuosa a un tubo limpio y
se mezcla con 1 mililitro de isopropanol. A continuacién se enfria la mezcla a -20 grados centigrados durante 1-2
horas para precipitar el RNA. Después de centrifugacion a 10.000 x g durante 20 minutos el sedimento de RNA
resultante se disuelve en 0,3 mililitros de solucion desnaturalizante y a continuacién se vuelve a precipitar con 1
volumen de isopropanol a -20 grados centigrados durante una hora. Después de otra centrifugacion a 10.000 x g
durante diez minutos a 4 grados centigrados, se afiade etanol al 75% para volver a poner en suspension el
sedimento de RNA, que a continuacion se sedimenta y seca al vacio y luego se disuelve en 5-25 microlitros de SDS
al 0,5% a 65 grados centigrados durante diez minutos. El extracto de RNA se usa ahora en la Parte B.

Como la realizacion preferida para la Parte A, y como un método alternativo, el RNA extracelular puede extraerse del
plasma o suero en la Parte A utilizando variaciones del método de extraccion con soluciéon acida de tiocianato de
guanidinio-fenol-cloroformo. Por ejemplo, en la realizacion preferida el RNA se extrae del plasma o suero utilizando
reactivo TRI, una solucion monofasica de tiocianato de guanidina-fenol, como la descrita por Chomczynski (28). Se
tratan de cien microlitros a un mililitro de plasma o suero utilizando un mililitro de Reactivo TRI(TM) (TRI Reagent,
Sigma Trisolv(TM), BioTecx Laboratories, Houston, TX, TRIzol(TM), GIBCO BRL/Life Technologies, Gaithersburg,
MD, ISOGEN(TM), Nippon Gene, Toyama, Japan, RNA Stat(TM) 60, Tel-test, Friendsword, TX) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Pueden aplicarse adaptaciones menores como actualmente se realiza en la técnica. Asi,
se mezclan de cien microlitros a un mililitro de plasma o suero con un mililitro de Reactivo TRI. A continuacion se
mezclan 0,2 mililitros de cloroformo durante 15 segundos y la mezcla se deja reposar durante 3 minutos a la
temperatura ambiente: a continuacion se centrifuga la mezcla a 4 grados centigrados durante 15 minutos a 12.000 x
g. Se retira la fase acuosa superior con la que se mezclan 0,5 mililitros de isopropanol y a continuacion se deja a la
temperatura ambiente durante cinco minutos, seguido de centrifugacion a 4 grados centigrados durante diez minutos
a12.000 x g.

A continuacion se lava el sedimento de RNA con 1 mililitro de etanol al 75% por centrifugacion a 12.000 x g durante
5 minutos. El sedimento se seca al aire y se vuelve a poner en suspension en 11,2 microlitros de agua exenta de
RNAsa. La contaminacion por polisacaridos y proteoglicanos, que pueden estar presentes en complejos
extracelulares de proteolipido-RNA, puede reducirse por modificacion de la etapa de precipitaciéon del procedimiento
con el Reactivo TRI(TM), como lo describen Chomczynski y Mackey (29), como sigue:
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Se mezclan de cien microlitros a un mililitro de plasma o suero con Reactivo TRI(TM) siguiendo las instrucciones del
fabricante, sometiendo la mezcla a separacion de fases con cloroformo o bromocloropropano (30) y a centrifugacion
a 10.000 x g durante 15 minutos. Se retira la fase acuosa y se mezcla a continuacion con 0,25 mililitros de
isopropanol seguido de 0,25 mililitros de una solucion de precipitacion con alta concentracion de sal (NaCl 1,2 My
citrato de sodio 0,8 M). La mezcla se centrifuga a 10.000 x g durante 5 minutos y se lava con 1 mililitro de etanol al
75%. A continuacion el sedimento de RNA se seca a vacio y se disuelve luego en 5-25 microlitros de SDS al 0,5% a
65 grados centigrados durante diez minutos. El extracto de RNA se usa ahora en la Parte B.

En la Parte A pueden utilizarse métodos alternativos para extraer el RNA del plasma o suero, incluyendo aunque sin
estar limitados a ellos centrifugacion en un gradiente de cloruro de cesio, incluyendo el método descrito por Chirgwin
et al. (31), y coprecipitacion del RNA extracelular del plasma o suero con gelatina, tal como por adaptaciones del
método de Fournie et al. (32) a la extraccion del RNA.

El acido desoxirribonucleico (DNA) extracelular circulante, incluyendo el DNA extracelular derivado de, o asociado a,
un tumor, también esta presente en el plasma y suero (33). Puesto que este DNA sera ademas extraido en
cantidades variables en los métodos de extraccion del RNA antes descritos, puede ser deseable o necesario
(dependiendo de los objetivos clinicos) purificar mas el extracto de RNA y eliminar las trazas de DNA antes de pasar
a la Parte B. Esto puede realizarse utilizando DNasa, por ejemplo por el método descrito por Rashtchian (34), como
sigue:

A un microgramo de RNA, en un tubo de centrifuga de 0,5 mililitros colocado en hielo, afiadir un microlitro de tampon
de reaccion 10 x DNasa 1 (Tris-HCI 200 uM (pH 8,4), KCI 500 micromolar, MgCl, 25 micromolar, BSA 1 uM por
mililitro). A esto afadir una unidad de DNasa | (GIBCO/BRL, n° de catalogo 18068-015). A continuacion llevar el
volumen hasta diez microlitros con agua destilada tratada con DEPC y seguir por incubacion a la temperatura
ambiente durante 15 minutos. A continuacion se inactiva la DNasa | por adicion de EDTA 20 milimolar a la mezcla y
calentamiento durante 10 minutos a 65 grados centigrados. El RNA tratado puede pasar ahora directamente a la
Parte B.

Alternativamente, los cebadores de la Parte B pueden construirse de modo que favorezcan la amplificacién de los
productos de RNA, pero no del DNA contaminante, tal como utilizando cebadores que abarquen las uniones de los
empalmes en el RNA, o cebadores que abarquen un intron. Métodos alternativos de amplificar el RNA pero no el
DNA contaminante incluyen los métodos descritos por Moore et al. (35) y los métodos descritos por Buchman et al.
(36), que emplean un oligonucledtido que contiene dU como cebador del adaptador.

PARTE B: Amplificacién de acidos nucleicos

En la Parte B, el RNA que ha sido extraido del plasma o suero durante la Parte A, o sus correspondiente cDNA, se
amplifica usando cualquier ensayo de amplificacion de acidos nucleicos utilizado para la deteccion de bajos numeros
de moléculas de RNA. Los ensayos aplicables incluyen, pero sin limitacion, reaccién en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RT-PCR), reaccion en cadena de la ligasa (37), amplificacion de sefial de DNA ramificado
(38), reporteros de RNA amplificable, replicacion Q-beta, amplificacion basada en la transcripcion, amplificacion de
DNA bumeran, activacion por desplazamiento de cadenas, tecnologia de sondas ciclicas, amplificacién basada en
secuencias de acidos nucleicos isotermas (NASBA) (39), y otros ensayos de replicacion de secuencias auto-
sostenible. No es necesario modificar estos ensayos a partir de sus métodos publicados para la Parte B. Las
publicaciones referenciadas se incorporan en la presente memoria como referencia en su totalidad para su
descripcion para realizar los diversos ensayos identificados en ellas. Es la aplicaciéon de estos ensayos de
amplificacién de acidos nucleicos a la detecciéon de RNA extracelular, derivado de, o asociado a, un tumor, en
plasma o suero lo que hace nuevo su uso. La realizacion preferida para la Parte B usa la reaccién en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR).

Los cebadores usados en el ensayo de amplificacion deben estar basados en el RNA de interés derivado de, o
asociado a, un tumor que caracteriza el tumor. EIl RNA derivado de o asociado a un tumor incluye, pero sin
limitacion:

Los mRNA relacionados con oncogenes mutados o DNA mutado, una lista parcial de los cuales incluye H-ras, K-ras,
N-ras, c-myc, her-2-neu, bcr-abl, fms, src, fos, sis, jun, erb-B-1, VHL, PML/RAR, AML1-ETO, EWS/FLI-1, EWS/ERG.

Los mRNA relacionados con genes supresores de tumores, una lista parcial de los cuales incluye p53, RB, MCC,
APC, DCC, NF1, WT.

Los mRNA relacionados con una proteina asociada a un tumor que se encuentra niveles elevados en ciertos
canceres, una lista parcial de los cuales incluye: alfa-feto proteina (AFP), antigeno carcinoembriénico (CEA), TAG-
72, CA 19-9, CA-125, antigeno especifico de la préstata (PSA), CD44, y HCG (gonadotropina coriénica humana).

Los mRNA relacionados con una proteina relacionada con un tumor no encontrada normalmente circulando en la
sangre, una lista parcial de los cuales incluye mRNA de tirosinasa, mMRNA de queratina 19.
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Los mRNA relacionados con antigenos especificos de tumores, tales como MAGE 1, MAGE 2, MAGE 3, MAGE 4,
GP-100 y MAGE 6, MUC 18, P97.

Los mRNA o RNA similares a mensajeros asociados a ribonucleoproteinas y los RNA dentro de ribonucleoproteinas,
una lista parcial de los cuales incluye RNA de telomerasa, y RNA asociado con complejos de ribonucleoproteina
heterogénea nuclear A1 (hn RNP-A1) y A2/B1 (hn RNP-A2/B1), y ribonucleoproteina heterogénea nuclear K (hn
RNPK), tal como RNA del oncogén c-myc, ademas de los RNA previamente descritos anteriormente cuando estan
asociados con ribonucleoproteina.

Por ejemplo, las secuencias de cebadores oligonucleotidicos para el transcrito ber-abl pueden ser como sigue (40):
Cebador 1 en la localizacion M-bcr:
(5'-TGGAGCTGCAGATGCTGACCAACTCG-3").
Cebador 2 en la localizacién abl del exon 1l:
(5'-ATCTCCACTGGCCACAAAATCATACA-3").
Cebador 3 en la localizacion M-bcr:
(5'-GAAGTGTTTCAGAAGCTTCTCC-3').
Cebador 4 en la localizacion abl del exén Il
(5'-TGATTATAGCCTAAGACCCGGA-3').

El ensayo RT-PCR anidado (interno) proporciona un producto de 305 o 234 pares de bases, dependiendo de la
expresion del exén ber 3.

Como otro ejemplo, los cebadores anidados para la amplificacion de cDNA de tirosinasa humana pueden ser como
sigue (41):

Cebador 1 (externo, sentido) - (5-TTGGCAGATTGTCTGTAGCC-3')
Cebador 2 externo, anti-sentido) - (5'-AGGCATTGTGCATGCTGCTT-3")
Cebador 3 (anidado, sentido) - (5'-GTCTTTATGCAATGGAACGC-3')
Cebador 4 (anidado, anti-sentido) - (5'-GCTATCCCAGTAAGTGGACT-3")

Los cebadores externos dan como resultado un producto de amplificacion por PCR de 284 pares de bases, y los
cebadores anidados (internos) dan como resultado un fragmento de 207 pares de bases.

Las secuencias preferidas de cebador de oligonucledtidos para mRNA especificos relacionados con un tumor o
asociados a un tumor estan previamente publicadas, siendo las publicaciones referenciadas incorporadas en la
presente memoria como referencias en su totalidad.

Algunos, pero no todos, de los ensayos de amplificacion requieren transcripcion del RNA a cDNA con transcriptasa
inversa. Como se ha indicado, el método de transcripcion inversa y amplificacion puede ser realizado por los
métodos previamente publicados o recomendados, cuyas publicaciones referenciadas se incorporan en la presente
memoria como referencia en su totalidad, y no se requiere modificacion mas alla de las etapas que se describen en
la Parte A. Se pueden usar varias transcriptasas inversas, incluyendo, pero sin limitacion, MMLV RT, mutantes
RNasa H de MMLV RT, tales como SuperScript y Superscript Il (Lite Technologies, GIBCO BRL, Gaithersburg, MD),
AMV RT, y transcriptasa inversa termoestable de Thermus Thermophilus. Por ejemplo, un método, aunque no el
Unico método, que puede usarse para convertir RNA extraido de plasma o suero en la Parte A en cDNA es el
protocolo adaptado del sistema de preamplificacion Superscript Il (Life Technologies, GIBCO BRL, Gaithersburg,
MD; n° de catalogo 18089-011), como se describe por Rashtchian (34), adaptado como sigue:

1-5 microgramos de RNA extraido de plasma o suero en la Parte A en 13 microlitros de agua tratada con DEPC se
afade un tubo de microcentrifuga limpio. Luego se afiade un microlitro de oligo (dT) (0,5 miligramos/mililitro) o
solucion de hexamero al azar (50 ng/microlitro) y se mezcla suavemente. La mezcla se calienta luego a 70 grados
centigrados durante 10 minutos y luego se incuba en hielo durante un minuto. A continuacion, se centrifuga
brevemente seguido por la adiciéon de 2 microlitros de 10 x tampodn de sintesis (Tris-HCI 200 mM, pH 8,4, KCI500
mM, cloruro de magnesio 25 mM, un miligramo/mililitro de BSA), un microlitro de 10 mM cada uno de mezcla de
dNTP, 2 microlitros de DTT 0,1 M, un microlitro de Superscript Il RT (200 U/microlitro) (Life Technologies, GIBCO
BRL, Gaithersburg, MD). Después de mezcla suave, la mezcla de reaccién se recoge por breve centrifugacion, y se
incuba a temperatura ambiente durante diez minutos. El tubo se transfiere luego a un bafio de agua a 42 grados
centigrados o un bloque caliente y se incuba durante 50 minutos. La reaccion se termina luego incubando el tubo a
70 grados centigrados durante 15 minutos, y luego se coloca en hielo. La mezcla de reaccién es recoge por breve
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centrifugacion, y se afiade un microlitro de RNasa H (2 unidades) seguido por incubacién a 37 grados centigrados
durante 20 minutos antes de proceder a la amplificaciéon de acidos nucleicos.

La amplificacion de acidos nucleicos transcurre como sigue:

A una mezcla de cDNA se afiade lo siguiente: 8 microlitros de 10 x tampo6n de sintesis (Tris-HCI200 mM, pH 8,4,
KCI500 mM, cloruro de magnesio 25 mM, 1 mg/ml of BSA), 68 microlitros de agua estéril doblemente destilada, un
microlitro de cebador de amplificacion 1 (10 micromolar), un microlitro de cebador de amplificacion 2 (10
micromolar), un microlitro de DNA-polimerasa de Taq (2-5 U/microlitro). Mezclar suavemente y recubrir la mezcla de
reaccion con aceite mineral. La mezcla se calienta a 94 grados centigrados durante 5 minutos para desnaturalizar
los hibridos RNA/cDNA remanentes. La amplificacion por PCR se realiza luego en un aparato de ciclo térmico
automatizado durante 15-50 ciclos, a 94 grados centigrados durante un minuto, 55 grados centigrados durante 30 a
90 segundos, y 72 grados centigrados durante 2 minutos. El producto de PCR amplificado se detecta luego en la
Parte C.

Ademas si los cebadores contienen sitios de restriccion apropiados, la digestion por restriccion puede ser realizada
en el producto amplificado para permitir mas discriminacion entre secuencias de tipo mutante y de tipo natural.

Los parametros del ciclo térmico y la concentracion de magnesio pueden variar dependiendo del caso especifico.
Por ejemplo, un método alternativo que usa cebadores anidados util para la deteccion de mRNA de tirosinasa
humana en la Parte B es el método descrito por Smith et al. (4), como sigue:

Las secuencias de cebador son como se han descrito anteriormente para la tirosinasa humana. Diez microlitros de
RNA extraido en la Parte A de plasma o suero se tratan por transcripcion inversa calentando a 90 grados
centigrados durante 4 minutos, enfriando rapidamente, y diluyendo a 20 microlitros con una mezcla que consiste en
1 x de tampon para PCR (Tris-HCI 10 mmol/litro, pH 8,4, 50 mmol/litro de KCI, 100 microgramos/mililitro de gelatina),
8 mmol/litro de cloruro de magnesio, 1 mmol/litro de cada uno de dATP, dCTP, dGTP y dTTP, 25 pmol de cebador
de tirosinasa 2 (como se ha descrito previamente), 20 unidades de “RNA guard” (Pharmacia), y 4 unidades de
transcriptasa inversa de virus de la leucemia murina Moloney (Pharmacia). La mezcla total se incuba luego a 37
grados centigrados durante una hora, la mitad de la muestra se elimina, y se diluye a 50 microlitros que contienen 1
x tampon para PCR, 200 micromol/litro cada uno de dATP, dCTP, dGTP, and dTTP, 1,6 mmol/litros de cloruro de
magnesio, 150 pmol de cebador 1 y cebador 2, Triton X-100al 0,1%, y 1 unidad de DNA-polimerasa de Taq
(Promega). La mezcla se cubre con aceite, y se calienta a 95 grados centigrados durante 5 minutos, seguido por 30
ciclos de PCR en un aparato de ciclo térmico a 95 grados centigrados durante 65 segundos, 55 grados centigrados
durante 65 segundos, y 72 grados centigrados durante 50 segundos. Los productos se vuelven a amplificar con el
cebador 3 anidado y el cebador 4 anidado usando 5 microlitros en una dilucién 1:100. Estos fueron amplificados en
un volumen de reaccién de 25 microlitros durante 30 ciclos adicionales. Este producto de PCR amplificado final se
detecta ahora en la Parte C, ya sea siendo sometidos a electroforesis en un gel de agarosa o por otro método.

Las realizaciones preferidas para la amplificacion de la Parte B RNA relacionado con un tumor o asociado a un
tumor, que incluyen cebadores especificos, método de transcripcion inversa, y el método de RT-PCR, se describen
en las publicaciones referenciadas que se incorporan en la presente memoria como referencia en su totalidad para
su descripcion para realizar los diversos ensayos identificados en ellas.

Para la amplificacion de mRNA de tirosinasa de la Parte B, un mRNA asociado con melanoma maligno, el método
preferido es el de Brossart et al. (41).

Para la amplificacion de mRNA de queratina 19 de la Parte B, un mRNA asociado con el cancer de mama y otras
malignidades epiteliales, el método preferido es el de Datta et al. (5).

Para la amplificacion de mRNA de antigeno especifico de la préstata (PSA) de la Parte B, un mRNA asociado con
cancer de prostata, el método preferido es el de Katz et al. (72).

Para la amplificacion de mRNA de alfa-fetoproteina (AFP) de la Parte, un mRNA asociado con carcinoma
hepatocelular, cancer de testiculo, y otros canceres, el método preferido es el de Komeda et al. (54).

Para la amplificacion de mRNA de BCR/abl de la Parte B, un mRNA asociado con leucemia mieloide crénica (CML),
el método preferido es el de Stock et al. (57), o alternativamente, por el método de Edmonds et al. (40).

Para la amplificacion de mRNA de antigeno carcinoembrionico (CEA) de la Parte B, un mRNA asociado con
canceres gastrointestinales y cancer de mama, el método preferido es el de Gerhard et al. (58).

Para la amplificacion de mRNA de P97 de la Parte B, un mRNA asociado con melanoma maligno, el método
preferido es el de Hoon et al. (59).

Para la amplificacion de mRNA de MUC 18 de la Parte B, un RNA asociado con melanoma maligno, el método
preferido es el de Hoon et al. (59).
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Para la amplificacion de mRNA de PML/RAR-a de la Parte B, un mRNA asociado con la leucemia promielocitica
aguda, el método preferido es el de Miller et al. (60).

Para la amplificacion de mRNA de CD44 de la Parte B, un mRNA asociado con cancer de pulmén, el método
preferido es el de Penno et al. (61).

Para la amplificacion de mRNA de EWS/FLI-1 de la Parte B, un mRNA asociado con el sarcoma de Ewing y oros
tumores de Ewing, el método preferido es el de Pfleiderer et al. (62).

Para la amplificacion de mRNA de EWS/ERG de la Parte B, un mRNA asociado con sarcoma de Ewing y otros
tumores de Ewing, el método preferido es el de Pfleiderer et al. (62).

Para la amplificacion de mRNA de AML1/ETO de la Parte B, un mRNA asociado con la leucemia mielégena aguda,
el método preferido es el de Maruyama et al. (63).

Para la amplificacion de mRNA de MAGE de la Parte B, un mRNA, que incluye mRNA de MAGE-1, MAGE-2, MAGE-
3 y MAGE-4,que estan asociados con cancer de vejiga, cancer de ovario, melanoma, cancer de pulmén, cancer de
cabeza y cuello, y otros, el método preferido es el de Patard et al. (64).

Para la amplificacion de mRNA de beta-gonadotropina coriénica humana de la Parte B, un mRNA asociado con
melanoma maligno, tumores de las células germinales, y otros canceres, el método preferido es el de Doi et al. (65).

Para la amplificacion de RNA asociado a telomerasa humana de la Parte B, el método preferido es por aplicacion del
método TRAP PCR como se describe por Kim et al. (69). Alternativamente, se pueden usar otros métodos de
amplificacién como se describen en la presente memoria, en donde la seleccién del cebador se disefia basandose
en la secuencia molde de la telomerasa como se describe por Feng et al (76).

Métodos alternativos de amplificacion de acidos nucleicos que se pueden usar en la Parte B incluyen otras
variaciones de la RT-PCR, incluyendo la RT-PCR cuantitativa, por ejemplo como la adaptada al métodos descrito
por Wang et al. (43) o por Karet et al. (44).

Un método alternativo de amplificacion de acidos nucleicos que se puede usar en la Parte B es la reaccién en
cadena de la ligasa (66). EI RNA extracelular extraido del plasma o suero en la Parte A se debe someter a
transcriptasa inversa para obtener cDNA. Se seleccionan cebadores oligonucleotidicos que caen directamente en el
sitio del cDNA interés. Si esta presente un sitio de mutacion, los oligonucleétidos que son complementarios al sitio se
hace que contengan la mutacion solamente en su extremo 3', excluyendo la hibridacion de DNA de tipo natural no
mutado. Los sitios de restriccion también pueden ser utilizados para discriminar entre secuencias mutantes y de tipo
natural, si es necesario.

Un método alternativo de cualquier amplificacion cualitativa o cuantitativa de acidos nucleicos que se puede usar en
la Parte B es la amplificacion de sefial de DNA ramificado, por ejemplo como el adaptado al método descrito por
Urdea et al. (38), con modificacion de la referencia como sigue: el plasma o suero sélo debe ser centrifugado a baja
velocidad, como se ha indica previamente. El RNA extracelular se extrae luego del plasma o suero como se describe
en la Parte A, y luego se afiade directamente a los micropocillos. El método para la deteccion de RNA relacionado
con un tumor o asociado a un tumor transcurre como se indica en la referencia (38), con las sondas dianas
especificas para el RNA o cDNA de interés relacionado con un tumor o asociado con un tumor, y con emision de luz
quimioluminiscente proporcional a la cantidad de RNA asociado a un tumor en la muestra de plasma o suero. Los
aspectos especificos del método referenciado estan descritos adicionalmente por Urdea et al (71), incorporandose
esta referencia en su totalidad.

Un método alternativo de amplificacion cualitativa o cuantitativa de acidos nucleicos que puede usarse en la Parte B
es la amplificacion basada en secuencias de acidos nucleicos isotermas (NASBA), por ejemplo, como la adaptada al
método descrito por Kievits et al. (39), o por Vandamme et al. (45). El método de Sooknanan et al. (67) puede usarse
para la deteccioén y cuantificacion de mMRNA de BCR/ABL.

Métodos alternativos de amplificacién cualitativa o cuantitativa de acidos nucleicos que se pueden usar en la Parte B
incluyen, pero sin limitacion, replicaciéon Q-beta, otros ensayos de replicacién de secuencias auto-sostenible,
amplificacion basada en la transcripcion, y reporteros de RNA amplificables, amplificacion de DNA bumeran,
activacion por desplazamiento de cadenas y tecnologia de sonda ciclica.

El producto amplificado de la Parte B se detecta a continuacién en la Parte C. Dependiendo del método de deteccion
usado en la Parte C, los cebadores pueden necesitar estar biotinilados o modificados de otro modo en la Parte B.

Parte C: Deteccion del producto amplificado

Existen numerosos métodos para detectar el producto de un acido nucleico amplificado, cualquiera de los cuales se
puede emplear en la Parte C para detectar el producto amplificado de la Parte B. Las publicaciones referenciadas,
incluyendo las que pertenecen a la deteccion de RNA especifico relacionado o asociado con un tumor o su
correspondiente cDNA como se ha citado previamente, y las que pertenecen a RNA o su correspondiente deteccion
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de cDNA como sigue, se incorporan en la presente memoria como referencia en su totalidad para las descripciones
para realizar los diversos ensayos identificados en las mismas.

En el método preferido, el producto amplificado se detecta en la Parte C usando electroforesis en gel. En la
realizacion preferida, 25 microlitros de producto amplificado (o pos-amplificado digerido) se somete a electroforesis a
través de un gel de agarosa al 3% en 1 x TBE a 75 voltios de corriente continua (VDC). La electroforesis se lleva a
cabo durante una a dos horas antes de tefiir con bromuro de etidio. Como una alternativa al bromuro de etidio, el
producto amplificado se puede transferir desde el gel a una membrana mediante técnicas de transferencia para ser
detectado con una sonda marcada (46).

Un método alternativo que se puede usar en la Parte C para detectar el producto amplificado de la Parte B es
deteccion por ELISA. Dependiendo del método de deteccion por ELISA usado, puede ser necesario biotinilar o
modificar de otro modo los cebadores usados en la Parte B.

Por ejemplo, un método de deteccion por ELISA que se puede usar en la Parte C es el método descrito por Landgraf
et al. (47), como sigue:

Los cebadores se modifican con el éster biotinilamidocaproato-N-hidroxisuccinimida (Sigma) e isotiocianato de
fluoroesceina (FITC) (Sigma) por el método de Landgraf et al. (48). Siguiendo la Parte B de la invencion, el ensayo
ELISA se lleva a cabo en placas de microtitulacion revestidas con 1 microgramo/mililitro de avidina purificada por
afinidad (13 U/mg, Sigma). Un microlitro del producto de amplificacion final (o el producto de pos-digestion) se diluye
con 50 microlitros de PBS-Twen, y luego se incuba a temperatura ambiente durante 30 minutos en el pocillo de la
placa de microtitulaciéon. Los cebadores no incorporados se eliminan por lavado con PBS-Twen. Las placas se
incuban luego a temperatura ambiente durante 30 minutos después de afiadir 50 microlitros por pocillo del
conjugado anticuerpo anti-FITC-HRPO (Dakopatts) que es una dilucién 1:500 con PBS-Twen. Después de esto, se
afaden a cada pocillo 80 microlitros de una solucién ELISA preparada a partir de un miligramo de 3,3',5,5'-
tetrametilbencidina (Sigma) disuelta en un mililitro de dimetilsulfoxido y diluida 1:10 con 50 milimoles de acetato de
Na:acido citrico, pH 4,9, que tiene anadidos 3 microlitros de solucion de H;Ozal 30% (vol/vol). Después de 2-5
minutos, la reaccion se detiene afiadiendo 80 microlitros de H.SO4 2M. Luego se le la densidad 6ptica a 450 nm.

Métodos alternativos para la deteccion por ELISA que se pueden usar en la Parte C incluyen, pero sin limitacion,
métodos de deteccidon inmunolégicos que usan anticuerpos monoclonales especificos para hibridos de RNA/DNA,
tales como los métodos de adaptacién descritos por Coutle et al. (49), o por Bobo et al. (50), cuyas publicaciones
también se incorporan en la presente memoria como referencia en su totalidad para su descripcién de los métodos
de deteccion identificados en dichas referencias.

Métodos alternativos para la deteccion por ELISA que se pueden usar en la Parte C incluyen, pero sin limitacion,
sistemas de deteccion comerciales tales como el sistema de sefiales SHARP (Digene Diagnostics, Inc.), y el
inmunoensayo enzimatico de DNA (DEIA), (GEN-ETI-K DEIA, Sorin Biomedica).

Métodos alternativos mediante los cuales el producto amplificado de la Parte B puede ser detectado en la Parte C
incluyen, pero sin limitacion, todos los métodos de deteccion por electroquimioluminescencia, tales como por
adaptacion del método descrito por Blackburn et al. (51), o por DiCesare et al. (52), y todos los métodos que utilizan
la tecnologia de deteccion por transferencia de mancha inversa (53), y todos los métodos que utilizan cromatografia
de liquidos de alta resolucion.

Aplicaciones terapéuticas

La extraccion de RNA extracelular asociado a, o derivado de, un tumor, desde plasma o suero, y la amplificacion de
dicho RNA o su correspondiente cDNA a niveles detectables, permite el analisis posterior u otra manipulaciéon de
dicho RNA, o del correspondiente cDNA, a partir de los cuales se consigue mas utilidad clinica. En esta etapa
opcional de la invencién, el RNA extracelular amplificado o el correspondiente cDNA se analiza para definir las
caracteristicas o composicion del tumor a partir del cual se origina el RNA. Se pueden usar cualquiera de diversos
métodos, dependiendo de la informacion deseada, incluyendo secuenciacion de acidos nucleicos, espectroscopia
incluyendo espectroscopia de RMN protonica, analisis bioquimico, y analisis inmunoldgico. En la realizacion
preferida, se aisla el cDNA amplificado - por ejemplo recortando bandas de DNA de un gel de agarosa — se
reamplifican, se clonan en un vector plasmido, por ejemplo el vector plasmido pGEM-T (Promega) y se secuencian
usando un comercial, tal como Sequenase 2.0 (USB). El analisis para definir las caracteristicas o la composicion del
RNA asociado a un tumor en plasma o suero, y por tanto el origen del tumor, proporciona una amplia variedad de
utilidad clinica, incluyendo la descripcion, caracterizacion o clasificacion del tumor, si es conocido u oculto, tal como
por el tejido de origen, por el tipo (tal como premaligno o maligno), fenotipo y genotipo, y por la descripcion o
caracterizacion del comportamiento del tumor, la fisiologia y la bioquimica, de modo que se adquiera una
comprension de la invasividad del tumor, la propension a metastatizar, y la sensibilidad o resistencia a diversas
terapias, permitiendo con ello la prediccion de la respuesta a una terapia en curso o planeada y, ademas,
permitiendo la evaluacién del pronéstico. La comparacion de las caracteristicas del RNA extracelular con biopsias o
muestras quirargicas previas permite la evaluacion adicional de la heterogeneidad o similitud del tumor en
comparacion con la muestra, y por tanto la evaluacion de la recidiva del tumor.
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Después de la extraccion del RNA extracelular derivado de un tumor o asociado a un tumor desde el plasma o suero
y la amplificacién del correspondiente cDNA, el acido ribonucleico (RNA) puede ser transcrito o preparado de nuevo
a partir del DNA amplificado como una opcién adicional. La transcripciéon de RNA se puede realizar empleando un
cebador con una regién promotora de RNA-polimerasa unida a la secuencia del cebador estandar del cDNA en una
reaccion de amplificacion. El RNA se transcribe luego desde la regidon promotora unida. En la realizacién preferida, el
cDNA amplificado se clona en un vector de expresion, y se transcribe el RNA. Ademas, como realizacion opcional
preferida, el RNA se usa en una reaccion de traduccion in vitro para preparar proteinas asociadas al tumor o
especificas del tumor o péptidos u oligopéptidos asociados, de acuerdo con métodos usualmente conocidos en la
técnica (73-76). Adviértase que estas referencias citadas, y las que le siguen, se incorporan en la presente memoria
como referencia en su totalidad para su descripcion para realizar los diversos ensayos identificados en ellas.

La extraccion del RNA extracelular derivado de un tumor o asociado a un tumor, su amplificacién, caracterizacion y
traduccion a una proteina asociada a un tumor o especifica de un tumor, proporciona una utilidad significativa, tanto
en la asignacion de terapia como en el desarrollo de terapias especificas del tumor. La secuenciacion de RNA o
cDNA permite la asignacion o desarrollo de compuestos antisentido, incluyendo oligonucleétidos sintéticos y otras
construcciones antisentido apropiadamente especificas para el DNA, tal como por construccién de un plasmido de
expresion, tal como por adaptacion del método de Aoki et al. (68) que se incorpora como referencia en su totalidad,
o por otra construccion y uso como se describe en las referencias (77-81). Por tanto, la aplicacion de la invencion de
este modo implicaria la extraccion del RNA asociado a un tumor del plasma o suero, seguido por una etapa opcional
transcripcion inversa para obtener el cDNA, seguido por amplificacién del RNA o cDNA. El producto amplificado
puede ser secuenciado luego para definir la secuencia de acido nucleico del RNA o cDNA asociado al tumor. Luego
se construye un oligonucleétido antisentido, de tal modo como se ha referenciado anteriormente, especifico para la
secuencia definida o alternativamente, se determina que si es aplicable un compuesto antisentido ya preparado, o
puede ser preparado cuando se conoce la secuencia basado en el conocimiento de la secuencia del cebador.
Similarmente, definir las caracteristicas del tumor por analisis de RNA extracelular permite la asignacion de terapias
con un anticuerpo monoclonal especifico o vacuna apropiadamente especificos para el tumor. La produccién de la
proteina inmunoldgica correspondiente se puede usar en el desarrollo de anticuerpos monoclonales especificos del
tumor. Por tanto, la aplicacién de la invencién de este modo implicaria la extraccién del RNA asociado al tumor del
plasma o suero, seguido por amplificacion para obtener un producto amplificado asociado al tumor. El producto
amplificado se traduce o se transcribe y traduce, en una proteina o péptidos u oligopéptidos asociados como se ha
descrito previamente, proporcionando asi un antigeno asociado a un tumor. El antigeno asociado a un tumor permite
por tanto la produccion de un anticuerpo monoclonal dirigido contra el antigeno mediante el uso de la tecnologia del
hibridoma u otros métodos corrientemente practicados en la técnica (82). Dicho anticuerpo monoclonal puede
adicionalmente ser conjugado con una toxina u otro agente terapéutico (83) o con un radionucledtido (84) para
proporcionar un uso terapéutico o diagnostico adicional dirigido contra el tumor. Similarmente, la proteina traducida o
los péptidos u oligopéptidos asociados se pueden usar en el desarrollo de vacunas especificas del tumor. Ademas,
el RNA extracelular y el DNA complementario permiten un medio de definir o permitir la construccion de un DNA que
se puede usar en terapia vacunal. Especificamente la invencién se aplica para definir u obtener proteinas o péptidos,
RNA o cDNA asociados a un tumor, por métodos como los descritos previamente, y a partir de los cuales puede
desarrollarse o construirse una vacuna dirigida a un tumor. Los métodos mediante los cuales la vacuna es
desarrollada o construida posteriormente varian, pero son conocidos en la técnica (85-90), y estan referenciados en
la presente memoria en su totalidad.

Es de particular valor que la invencion permite el desarrollo y la aplicacion de estas terapias especificas de tumores
incluso cuando solamente estan presentes tumores premalignos. Por tanto, la invencion permite la intervencion
terapéutica cuando la carga tumoral es baja, la funciéon inmunoldgica esta relativamente intacta, y el paciente no esta
comprometido, aumentando todo ello el potencial para la curacion.

Ejemplos hipotéticos de la invencion

En los ejemplos siguientes se presentan casos clinicos hipotéticos ilustrativos para demostrar el uso clinico potencial
de la invencion.

Caso 1

Un hombre hipotético asintomatico de 26 afios se presenta para evaluacién después de saber que a su hermano
mayor de 37 afos se le hubiera diagnosticado recientemente cancer de colon. Se le extrae sangre periférica para
usar en la invencion evaluando la presencia de mRNA extracelular de antigeno carcinoembriénico (CEA) en el
plasma del paciente. EI RNA extracelular del plasma se extrae durante la Parte A de la invencion por el método de
extraccion con solucion acida de tiocianato de guanidinio-fenol-cloroformo como se ha descrito previamente, seguido
por amplificaciéon cualitativa por RT-PCR en la Parte B de la invencién usando cebadores del RNA de CEA como se
ha descrito previamente. El ensayo de amplificacién como se ha descrito previamente (58) se realiza en la parte B
de la invencion. El producto amplificado final se detecta por electroforesis en gel de agarosa al 3% en la Parte C de
la invencion. En este paciente los resultados son positivos lo que indica la presencia de mRNA de CEA en el plasma
sanguineo.
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El CEA ha sido asociado con el cancer colon. Aunque el cancer de colon es altamente curable si se diagnostica en
una fase temprana, es fatal cuando se diagnostica en fases metastasicas avanzadas. Los resultados positivos de la
invencion para este paciente, en el establecimiento de un historial familiar altamente positivo para cancer de colon,
sugieren cancer de colon premaligno o maligno. Se recomienda que el paciente se someta a colonoscopia, y si ho
se le encuentran lesiones, se le deberia realizar una vigilancia mas frecuente que la normal.

Este caso hipotético ilustra como la invencién se puede usar para escrutar cancer en pacientes de alto riesgo,
detectar si existen estados premalignos o malignos antes del estado metastasico y tomar una decision en el manejo
clinico. Aunque el mRNA de CEA esta asociado con otros canceres, tales como cancer de higado, la adicién de un
enfoque de panel multiple usando la invencion para detectar multiples y diferentes RNA extracelulares asociados a
tumores, incluyendo por ejemplo RNA de K-ras, P53, DCC y APC, facilita la clarificacion, puesto que el mRNA de
CEA esta probablemente asociado a un tumor de colon, y ademas, si los hallazgos son consistentes con un tumor
premaligno o maligno.

Caso 2

Una mujer hipotética de 33 afios visita a su dermatdlogo tras advertir "un lunar sangrante" en su espalda. La
extirpacion local diagnostica un melanoma maligno de una profundidad de 0,3 milimetros. Se le realiza una re-
extirpacion quirtrgica amplia, y se le comunica a la paciente que probablemente esta curada y que no necesita mas
terapia. Tres meses después de la cirugia la paciente solicita una segunda opinién sobre la necesidad de mas
terapia. Se le extrae sangre periférica para evaluar, mediante la invencién, en su plasma la presencia de RNA
mensajero extracelular de tirosinasa. El RNa extracelular del plasma se extrae en la Parte A de la invencién usando
el método preferido del reactivo TRI como se ha descrito previamente, seguido por RT-PCR usando cebadores
anidados para cDNA de tirosinasa en la Parte B de la invencién como se ha descrito previamente, con deteccién por
ELISA en la Parte C de la invencién. Los resultados de la invencion detectan la presencia de mRNA de tirosinasa en
el plasma de la paciente. La tirosinasa es comun tanto para los melanocitos normales como para los del melanoma
maligno. Sin embargo, el mRNA de la tirosinasa no circula normalmente en la sangre, y su presencia en el plasma
indica melanoma maligno latente. En consecuencia, se inicia en la paciente una terapia adyuvante con interferén-
alfa. Empleando la invencién se vigilan a continuacion de un modo sistematico los niveles de RNA de tirosinasa
extracelular en plasma de un modo cuantitativo. A la paciente se le extrae sangre cada dos meses, y se exirae el
RNA extracelular del plasma en la Parte A de la invencidon usando el método de extraccién con silice que se ha
descrito previamente. La amplificacion por RT-PCR cuantitativa del mRNA de la tirosinasa se realiza luego en la
Parte B de la invencion usando un cebador biotinilado en deteccién basada en electroquimioluminescencia en la
Parte C de la invencion. Los datos de la invencién demuestran una elevacion progresiva de los niveles de mRNA de
tirosinasa extracelular en el plasma de la paciente. De acuerdo con estos datos se detiene la administracion de
interferon, y la paciente es enrolada en un protocolo de terapia adyuvante experimental.

Este caso hipotético ilustra diversos usos de la invencion, incluyendo la deteccion de cancer latente, la prediccion del
prondstico y la recidiva del cancer después de extirpacion quirurgica, lo que determina la necesidad de una terapia
adicional, evaluando el beneficio de la terapia y la necesidad de cambiar las terapias, y evaluar el prondstico del
paciente en la terapia.

Caso 3

En un hombre hipotético de 76 afios, sometido a técnicas de formacién de imagen por escaneo mediante tomografia
por ordenador (abreviadamente CT por la expresion inglesa Computerized Tomography) se aprecia que tiene una
masa pancreatica. La colonoscopia y el examen por rayos X de su térax son normales. El paciente rechaza
someterse a cirugia debido a los riesgos significativos que implica. Elige recibir una terapia especifica de paciente
posibilitada por el uso de la invencion. Puesto que las mutaciones K-ras estan presentes en 80-90% de los canceres
pancreaticos, usando la invencion se le extrae sangre periférica para evaluarlas y caracterizar el RNa de K-ras
mutante extracelular circulante en plasma. EI RNA extracelular del plasma se extrae en la Parte A de la invencién
usando el método de extraccion con el reactivo TRI como se ha descrito previamente, seguido por RT-PCR en la
Parte B de la invencion con deteccion por cromatografia de liquidos de alta resolucion en la Parte C. Los productos
de amplificacion de K-ras mutante se separan luego después de la cromatografia y la mutacion K-ras se secuencia
usando técnicas estandares como se han descrito previamente. La deteccion del mRNa de K-ras mutante en el
plasma confirma la probabilidad de que la masa pancréatica sea un cancer de pancreas. Se desarrolla una terapia
especifica del paciente (es decir, especifica para el cancer propio del paciente) basada en la secuencia de la
mutacion, en este caso una vacuna ras especifica para el oncogén mutante de este cancer pancratico del paciente.
Alternativamente, la proteina especifica K-ras mutante, generada como se ha descrito previamente, se puede usar
para desarrollar un anticuerpo monoclonal especifico del tumor.

En este caso hipotético, la invencidon se usa no sélo para ayudar a confirmar un diagnostico sospechoso de cancer
pancreatico, sino para desarrollar una terapia especifica del paciente. Las terapias especificas de pacientes - es
decir, terapias disefiadas especificamente para un cancer dado de un paciente, o un tipo dado de cancer - son
posibles cuando se reconocen las caracteristicas especificas del tumor. Puesto que la invenciéon da como resultado
la amplificacion del producto del tumor puro, llega a ser posible caracterizar el tumor, en este caso usando el analisis
de secuencia y/o la transcripcion y la traduccion. El salto tecnoldgico que supone la invencion facilita que permita
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que los tumores sean caracterizados sin necesidad de biopsia o cirugia. Por tanto, llega a ser posible tratar tumores
incluso antes de que sean clinicamente evidentes, es decir, tratar en fases latentes, fases de pre-recidiva o incluso
fases pre-malignas. El tratamiento temprano del cancer antes de que las células metastasicas entren en el torrente
sanguineo aumenta la probabilidad de curacion.

Caso 4

A una mujer hipotética de 36 afios que tiene tres hijos pequefios en el hogar se le habia diagnosticado cancer de
mama hacia dos afios. Habia sido tratada con cirugia seguida por seis meses de quimioterapia. Ademas, su suero
sanguineo habia sido evaluado continuamente en cuanto a mRNA de queratina 19 extracelular usando la invencion
en el cual el mMRNA de queratina 19 extracelular del suero se extrae en la Parte A de la invencién usando el método
extraccion con silice, seguido por amplificacion por RT-PCR en la Parte B de la invencion con deteccion por ELISA
en la Parte C de la invencion. EIl mRNA de queratina 19 codifica una proteina filamentosa intermedia que no se
encuentra normalmente en la sangre y que puede servir como marcador para el cancer de mama. Aunque los
resultados previos para esta paciente han sido negativos, mediante la invenciéon su suero sanguineo da ahora un
resultado positivo en cuanto a mRNA de queratina 19 extracelular, lo que sugiere una inminente recidiva de cancer.
Empleando la invencion se lleva a cabo un panel multiple para RNA de myc, ras, P53, EGFr, and Her-2-neu
extracelular en suero. Este dato confirma que las caracteristicas del tumor son idénticas a las del cancer de mama
original primario, confirmando una recidiva en lugar de un nuevo caso primario. Consecuentemente, se mide el
mRNA de queratina 19 extracelular en suero de un modo cuantitativo usando un ensayo de amplificaciéon de sefal
de DNA ramificado en la Parte B de la invencion, realizandose las medidas 2 meses y 4 meses mas tarde. Las
medidas cuantitativas indican niveles crecientes de mRNA de queratina 19, y permiten la extrapolacién para predecir
que la recidiva clinica se advertira en aproximadamente 2 afios. Esta informaciéon permite tanto al médico como al
paciente planear opciones terapéuticas futuras en el contexto de la presente situacion social y familiar del paciente.

Este caso hipotético ilustra el uso de la invencién en monitorizar pacientes que siguen terapias para la recidiva de
sus canceres, determinar las caracteristicas de sus tumores, y predecir el prondstico. Los pacientes de cancer de
mama tienen una alta incidencia de segundos primarios, pero la invencion permite la delimitacion entre cancer
primario frente a recidiva de cancer usando el método de multiples paneles para evaluar las caracteristicas del
tumor. Ademas, puesto que el analisis cuantitativo en la Parte B de la invencién permite la clarificacion del
pronostico, la paciente se encuentra en una mejor posicion para planear la terapia dentro del contexto de su
situacién social/familiar. Finalmente, puesto que la invencion permite la deteccion del RNA extracelular derivado del
tumor, y no depende de la presencia de células cancerosas circulantes, la recidiva se puede detectar en una fase
muy temprana (en este hipotético caso 2 afios antes de la deteccion clinica), lo que aumenta la probabilidad de
lograr una terapia eficaz.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar RNA extracelular de mamifero derivado de un tumor o asociado a un tumor en la
fraccion plasmatica de la sangre de un ser humano o animal como ayuda en la deteccién, diagnostico,
monitorizacion, tratamiento o evaluacion de estados premalignos, estando caracterizado dicho método por las
etapas de:

a) fraccionar plasma por centrifugacion de sangre completa de un ser humano o animal;

b) extraer el RNA total de mamifero del plasma, una porciéon del cual comprende RNA extracelular de mamifero
derivado de un tumor o asociado a un tumor;

c) amplificar el RNA extracelular de mamifero derivado de un tumor o asociado a un tumor extraido, o su cDNA
correspondiente, de un modo cualitativo o cuantitativo; y

d) detectar el RNA amplificado o su cDNA correspondiente de un modo cualitativo o cuantitativo.

2. Un método para detectar RNA extracelular de mamifero derivado de un tumor o asociado a un tumor en la
fraccion sérica de la sangre de un ser humano o animal como ayuda en la deteccion, diagndstico, monitorizacion,
tratamiento o evaluacién de estados premalignos, estando caracterizado dicho método por las etapas de:

a) fraccionar suero de sangre completa de un ser humano o animal;

b) extraer el RNA total de mamifero del suero, una porcion del cual comprende RNA extracelular de mamifero
derivado de un tumor o asociado a un tumor;

c) amplificar el RNA extracelular de mamifero derivado de un tumor o asociado a un tumor extraido, o su cDNA
correspondiente, de un modo cualitativo o cuantitativo; y

d) detectar el RNA amplificado o su cDNA correspondiente de un modo cualitativo o cuantitativo.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, caracterizado porque el RNA de mamifero es de plasma o
suero de un ser humano con adenoma o displasia.

4. Un método de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el RNA extracelular de mamifero
derivado de un tumor o asociado a un tumor se extrae del plasma o suero usando un método de extracciéon de RNA
seleccionado de:

a) método de extraccion por gelatina;

b) método de extraccion por silice, bolas de vidrio o tierra de diatomeas;

c) un método de extraccion por reactivo TRI o similar, tal como TRIsolv. TRIsol o ISOGEN,;
d) métodos de extraccion basados en tiocianato de guanidinio acido;

e) centrifugacion a través de un gradiente de cloruro de cesio o similar; y

f) métodos de extraccion basados en fenol-cloroformo.

5. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la
amplificaciéon se realiza por un método de amplificaciéon de RNA, que incluye aquellos en los cuales el RNA se
transcribe primeramente de modo inverso a cDNA, y en los cuales el cDNA se amplifica, seleccionado de:

a) reaccion en cadena de polimerasa con transcriptasa inversa;

b) reaccién en cadena de ligasa;

c) amplificacion de sefal de DNA ramificado;

d) moléculas indicadoras de RNA amplificables;

e) replicacion Q-beta;

f) amplificacion basada en la transcripcion;

g) amplificacion basada en secuencias de acidos nucleicos isotermos (NASBA);
h) cualquier otro ensayo de replicaciéon de secuencias automantenido;

i) amplificacion de DNA bumeran;
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j) activacion del desplazamiento de cadenas;
k) tecnologia de sonda ciclica; y
1) cualquier combinacion o variacion de los anteriores.

6. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la deteccion
del RNA o cDNA amplificado se realiza por al menos un método de deteccion seleccionado del grupo que consiste
en:

a) electroforesis en gel;

b) deteccién por ELISA, incluyendo modificaciones, que incluyen cebadores biotinilados o modificados de otro modo,
y métodos de deteccion inmunolégicos que emplean anticuerpos monoclonales;

c) sonda fluorescente o cromégena marcada;

d) analisis por transferencia de Southern;

€) electroquimioluminiscencia;

f) deteccion por transferencia de mancha inversa; y
g) cromatografia de liquidos de alta resolucion.

7. Un método para monitorizar o evaluar una enfermedad premaligna en un ser humano o animal, estando
caracterizado dicho método por las etapas de:

a) fraccionar plasma por centrifugacion de sangre completa de un ser humano o animal,
b) analizar el RNA extracelular de mamifero derivado de un tumor o asociado a un tumor en el plasma por:

1) extraccion del RNA total del plasma, una porcién del cual comprende RNA extracelular de mamifero derivado
de un tumor o asociado a un tumor;

2) amplificacion del RNA de mamifero derivado de un tumor o asociado a un tumor extraido o su cDNA
correspondiente de un modo cualitativo o cuantitativo;

3) deteccion de la presencia o ausencia del RNA amplificado o su cDNA correspondiente de un modo cualitativo
o cuantitativo; y

c) repetir opcionalmente el ensayo de la etapa a) en serie.

8. Un método de monitorizar o evaluar una enfermedad premaligna en un ser humano o animal, estando
caracterizado el método por las etapas de:

a) fraccionar suero de sangre completa de un ser humano o animal,
b) analizar en el suero el RNA extracelular de mamifero derivado de un tumor o asociado a un tumor por:

1) extraccion del RNA total del suero, una porcién del cual comprende RNA extracelular de mamifero derivado de
un tumor o asociado a un tumor;

2) amplificacion del RNA de mamifero derivado de un tumor o asociado a un tumor extraido o su cDNA
correspondiente de un modo cualitativo o cuantitativo;

3) deteccion de la presencia o ausencia del RNA amplificado o su cDNA correspondiente de un modo cualitativo
o cuantitativo; y

c) repetir opcionalmente el ensayo de la etapa a) en serie.
9. Un método de acuerdo con la reivindicacion 7 u 8, caracterizado porque se proporciona un método para:

a) evaluacion de la respuesta a la terapia, tal como terapia quirurgica, quimioterapia, terapia por radiacion, terapia
hormonal, inmunoterapia o bioterapia;

b) indicacion y medida del progreso de la enfermedad;
c) indicacion y medida de la recidiva de la enfermedad;

d) indicacion y prediccion del prondstico;
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e) indicacion y medida de una enfermedad residual; y

f) determinacion de la necesidad de terapia adicional o evaluacion del beneficio de la terapia o evaluacion de la
necesidad de cambiar la terapia.

10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el RNA o cDNA de
mamifero amplificado de la subetapa (b) puede ser caracterizado ademas por uno o mas de los siguientes:

a) secuenciacion de acidos nucleicos,

b) espectroscopia,

c) analisis inmunoldgico;

d) analisis bioquimico;

e) produccion del RNA correspondiente; o

f) produccion de la proteina correspondiente.

11. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, como ayuda en el disefio de un
programa de tratamiento de pacientes, que incluye la asignacion o desarrollo de terapias especificas de tumores,
incluyendo terapia por vacunas, terapia por anticuerpos monoclonales y terapia por moléculas antisentido.

12. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, aplicado a la deteccion en plasma de multiples especies de RNA
extracelular de mamifero asociado a un tumor, estando caracterizado el método por las etapas de:

a) extraer de plasma multiples especies de RNA extracelular de mamifero derivado de un tumor o asociado a un
tumor;

b) amplificar las especies de RNA extracelular de mamifero extraidas o su cDNA de un modo cualitativo o
cuantitativo; y

c) detectar el RNA o su cDNA amplificado de un modo cualitativo o cuantitativo.

13. Un método de acuerdo con la reivindicacion 2, aplicado a la deteccién en suero de multiples especies de RNA
extracelular de mamifero asociado a un tumor, estando caracterizado el método por las etapas de:

a) extraer de suero multiples especies de RNA extracelular de mamifero derivado de un tumor o asociado a un
tumor;

b) amplificar las especies de RNA extracelular de mamifero extraidas o su cDNA de un modo cualitativo o
cuantitativo; y

c) detectar el RNA o su cDNA amplificado de un modo cualitativo o cuantitativo.
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